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Resumo

O género Angiostrongylus engloba duas espécies A. cantonensis e A.
costaricensis, que podem infectar o ser humano e causar infecgdes
conhecidas como meningite eosinofilica e angiostrongiliase abdominal,
respectivamente. Na infecgdo por A. costaricensis, ovos e larvas sao
elementos centrais nas reag¢des inflamatoérias podendo haver o agravamento
dessas lesdes, pela morte dos vermes. Os anti-helminticos atualmente
disponiveis, atuam em vias metabdlicas essenciais ao parasito, culminando
com a morte dos vermes. Portanto, uma droga alternativa para o tratamento
das angiostrongiliases, que atue principalmente na reproducédo dos vermes,
se torna necessaria. Um estudo in vitro realizado com Schistosoma mansoni
demonstrou a inibicdo da oviposigéo pela fenantrolina. Em outro estudo com
Caenorhabditis elegans foi demonstrado que a serotonina estimula o
aumento da taxa de ovos liberados pela fémea do nematddeo, além de
controlar a alteragdo do seu estado de postura (repouso e ativagdo). A
serotonina € um neurotransmissor presente tanto em vertebrados como em
invertebrados. Com o objetivo de testar o efeito na oviposicdo de
Angiostrongylus cantonensis, duas substancias que interferem na
neurotransmisséo da serotonina em humanos, Buspirona e Pizotifeno, foram
utilizadas em modelo experimental in vivo. 28 roedores da espécie Rattus
norvegicus foram divididos em 3 grupos e infectados com 100 L3 de A.
cantonensis: um grupo controle (n&o tratado) e 2 grupos tratados com cada
substancia. As substancias foram administradas a partir do momento em que
todos os roedores iniciaram a larvipostura, uma vez ao dia por via oral,
durante 10 dias, numa concentracédo de 0,03 mg/mL cada. Neste periodo as
fezes dos roedores foram recolhidas diariamente para a contagem do numero
de L1 eliminadas e, apos os 10 dias, os animais foram eutanasiados para
coleta dos vermes. A média de larvas eliminadas nas fezes para o grupo
controle foi 37.934, para o grupo Buspirona 10.658 e para o grupo Pizotifeno
6.658. Os vermes foram contados e separados pelo sexo: no grupo controle
foram obtidas 59 fémeas e 40 machos; no grupo Buspirona foram
encontradas 86 fémeas e 41 machos e no grupo Pizotifeno 83 fémeas e 64
machos. A comparacédo dos dados dos grupos experimentais e do controle
foram analisadas estatisticamente pelo teste ANOVA e nenhuma diferenga
significativa foi verificada. As fémeas foram medidas através de uma ocular
milimetrada instalada em um estereomicroscopio. A analise foi feita também
pelo teste ANOVA e resultou numa diferenga significativa entre o grupo
controle e o Pizotifeno, no qual teve um tamanho médio de 18 mm, em
comparagao com o tamanho médio do controle de 19 mm, indicando que o
Pizotifeno poderia ter algum efeito no desenvolvimento dos nematodeos,
porém nao afetando a reproducido. Estes resultados indicam que para a
procura de drogas alternativas, que atuem na oviposi¢cdo, é necessario uma
melhor compreensdo das vias reguladoras do sistema reprodutivo dos
organismos parasitos.

Palavras-chave: Angiostrongylus costaricensis; tratamento; Buspirona;
Pizotifeno;



Abstract

The Angiostrongylus genus includes two species that can infect humans, A.
cantonensis and A. costaricensis. They may cause infections known as
eosinophilic meningitis and abdominal angiostrongyliasis, respectively. In A.
costaricensis infection, eggs and larvae are central elements in the
inflammatory reactions, which may get worse with death of the worms.

The currently available anthelmintics act on the parasite essential metabolic
pathways with a killing effect. Therefore, an alternative substance to treat
angiostrongyliasis, acting mainly in worms reproduction is necessary. An in
vitro study conducted with Schistosoma mansoni showed inhibition of
oviposition by Phenanthroline. In another study with Caenorhabditis elegans,
it was shown that serotonin increases the egg-laying rate of the female
nematode, besides controlling the change of its posture state (rest and
activation). Serotonin is a neurotransmitter present in vertebrates and
invertebrates. In order to test the effect on egg laying of Angiostrongylus spp.,
two substances that interfere with serotonin neurotransmission in humans,
Buspirone and Pizotifen, were used in an experimental model in vivo. 28
rodents of species Rattus norvegicus were divided into three groups and
infected with 100 L3 of A. cantonensis: a control group (untreated) and two
groups treated with each substance. The substances were administered as
soon as all rodents started releasing larvae, once a day, orally, for 10 days, at
a concentration of 0.03 mg / mL each. In this period rodent feces were
collected daily for counting the number of L1 and after 10 days the animals
were euthanized for collection of the worms. The average number of larvae
released in feces was 37,934 by the Control group, 10,658 by the Buspirone
group and 6,658 by the Pizotifen group. The worms were counted and
separated by sex: in the Control group 59 females and 40 males were
obtained; in Buspirone group 86 females and 41 males were found; and in the
Pizotifen group 83 females and 64 males were counted. The comparison of
data from Control and Experimental groups was statistically analyzed by
ANOVA and no significant difference was observed. Females were measured
using a millimetric eyepiece installed in a stereomicroscope. The ANOVA
analysis resulted in a significant difference between Control and Pizotifen,
which had an average size of 18 mm, compared with to average size of 19
mm of Control, indicating that Pizotifen would have some effect in the
nematodes development, but not affecting their reproduction. These results
indicate that the search for alternative drugs that act on egg laying needs a
better understanding of the pathways that regulate the reproductive system of
parasitic organisms.

Keywords: Angiostrongylus costaricensis, treatment, Buspirone, Pizotifen;
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1 Introducgao

1.1 Angiostrongylus cantonensis

1.1.1 O parasito

Angiostrongylus cantonensis € um nematddeo (Fig. 1) pertencente ao
filo: Nemathelmintes; classe: Nematoda; ordem: Strongylida; superfamilia:
Metastrongyloidea; género: Angiostrongylus; espécie: cantonensis, parasito

das artérias pulmonares e coragado de roedores urbanos (Rattus rattus e R.

norvegicus), que foi descrito em Guangzhou (Canton), China, por Chen em
1935 (Chen, 1935). O individuo adulto macho mede de 20 a 25 mm x 0.32 a
0.42 mm e a fémea mede de 22 a 34 mm x 0.34 a 0.56 mm (Wang et al.,
2008).

Figura 1 — Vermes de Angiostrongylus cantonensis observados no pulm&o de roedor
infectado com o nematdédeo. Fémeas possuem o intestino e o tubo reprodutor espiralados e

0s machos possuem ambos retilineos (Fonte: Grupo de Biologia Parasitaria da PUCRS).
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1.1.2 Ciclo de vida

O ciclo de vida deste parasito (Fig. 2) envolve ratos (Rattus rattus e
Rattus norvegicus) como hospedeiros definitivos e moluscos como
hospedeiro intermediario (Alicata, 1965). Achatina fulica € uma das espécies
de moluscos terrestres de maior importancia na transmissao desta parasitose,
sendo inclusive, encontrada infectada no Brasil (Caldeira et al., 2007). Outros
animais como crustaceos, acaros da terra, planarias, sapos e lagartos podem
atuar como hospedeiros paraténicos (Wang et al., 2008). O hospedeiro
definitivo se infecta ao ingerir as larvas de terceiro estadio quando se
alimentam dos hospedeiros intermediarios ou paraténicos ou de alimentos
que contenham o muco do molusco infectado, como aconteceu com turistas
na Jamaica, que apresentaram os sintomas da infecgdo apos a ingestao de
salada (Slom et al., 2002). Essas larvas penetram no estbmago, entram nos
vasos do sistema porta hepatico e sistema linfatico mesentérico, sendo, apos,
carregados ao longo do corpo pela circulagdo arterial entrando no sistema
nervoso central, dois ou trés dias pos-infecgdo. Enquanto as larvas migram,
obrigatoriamente, para o cérebro, sofrem duas mudas nesta rota para o
espaco subaracnoideo de 12 a 14 dias pos-infecgdo. De 28 a 33 dias, os
vermes viajam para o coragao e artérias pulmonares onde amadurecem. Os
ovos liberados pela fémea nas artérias pulmonares sdo carregados pela
circulagao até os pulmdes, onde embrionam. Eclodem em larvas de primeiro
estadio que penetram nos alvéolos e ent&o transitam pela arvore brénquica e
acabam sendo deglutidas e saindo com as fezes. Quando o hospedeiro
intermediario ou paraténico ingere essas fezes contaminadas com as larvas,

dao seguimento ao ciclo (Alicata, 1965).

O ser humano se infecta ao ingerir as larvas de terceiro estadio do
parasito, do mesmo modo que o roedor. Uma vez engolidas, as larvas
invadem o tecido intestinal causando enterite, antes de chegar no figado. Sao
sintomas como tosse, rinorréia, garganta inflamada, mal-estar e febre que
podem desenvolver quando os vermes vao para os pulmdes. Depois de duas
semanas, as larvas alcangam o sistema nervoso central, causando uma
intensa reacao inflamatodria retendo as larvas que acabam morrendo nas

meninges que, por sua vez, causam outra forte reagdo inflamatéria que
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desenvolve a meningite eosinofilica seguida de encefalite (Sawanyawesuth et
al., 2003) ou a Angiostrongiliase Ocular (Sinawat et al., 2008; Wang et al.,
2008). Esta infecgdo ndo possui tratamento comprovado, apenas corticoides
para o alivio da pressao intracraniana e sintomas neuroldgicos, devido a
reagao inflamatéria (Pien & Pien, 1999).

A

Larvae mature, lay eggs,

and hatch first-stage
8 / larvae in lungs
First-stage larvae passed
in faeces
@
e 200 %
o] P

Third-stage larvae E

Vegetables contaminated
with third-stage larvae

d > —_—
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D &

Larvae reach CNS,
cause eosinophilic
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Larvae enter
bloodstream
inintestine
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Figura 2 — Ciclo de vida de Angiostrongylus cantonensis (Fonte: Wang et al., 2008)

1.1.3 Distribuigao

Segundo Wang et al. (2008), ha registro de 2827 casos da infecgao

em 30 paises. Locais caracterizados como regidées endémicas abrangem os
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continentes Americano, Africano, Asiatico e Oceania (Fig. 3). No Brasil, foram
relatados pela primeira vez trés casos da doenca no Espirito Santo e um
caso em Pernambuco (Lima et al., 2009). Também ja foram encontrados
moluscos naturalmente infectados com larvas de A. cantonensis nos estados

do Parana, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Santa Catarina (Caldeira et al., 2007;
Maldonado et al., 2010).
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Figura 3 — Distribuicdo mundial de Angiostrongylus cantonensis (Fonte: Wang et al., 2008),
com a inclus&o do Brasil.
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1.2.Angiostrongylus costaricensis
1.2.1 O parasito

Angiostrongylus costaricensis € outro nematédeo (Fig. 4) pertencente
ao filo: Nemathelmintes; classe: Nematoda; ordem: Strongylida; superfamilia:
Metastrongyloidea; género: Angiostrongylus;, espécie: costaricensis,
encontrado pela primeira vez em humano por Morera e Céspedes em 1971,
na Costa Rica, em criangas, principalmente, que apresentavam granulomas
com severa infiltracdo eosinofilica na cavidade abdominal. Os vermes
machos medem de 15 mm a 18 mm de comprimento por 0,28 mm de largura
(Santos, 1985) e as fémeas medem de 24 mm a 27 mm (Morera & Céspedes,
1971). Tem como hospedeiros definitivos roedores silvestres como a espécie
encontrada no Brasil Oligorizomys nigripes, a qual individuos infectados
foram encontrados no Rio Grande do Sul (Graeff-Teixeira et al., 1990) e
como hospedeiro intermediario moluscos da familia Veronicellidae (Morera,
1985).

Figura 4 — Vermes de Angiostrongylus costaricensis visualizados nas artérias
mesentéricas de roedor silvestre infectado experimentalmente com o nematédeo. No interior
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da artéria observamos vermes fémeas que possuem o intestino e o tubo espiralados, ao
contrario dos machos que possuem os 6rgdos de forma retilinea (Fonte: Grupo de Biologia
Parasitaria da PUCRS).

1.2.2 Ciclo de vida

As larvas de primeiro estadio s&o liberadas juntamente com as fezes
de roedores infectados. Moluscos se alimentando dessas fezes permitem que
essas larvas cheguem ao tecido fibromuscular, local onde sofrem a primeira
muda durante o quarto dia de infeccdo, se transformando em larvas de
segundo estadio. Entre o 11° e o 12° dia pds-infecgdo sofrem mais uma
muda, tornando-se larvas de terceiro estadio, infectivas para os vertebrados,
podendo ser eliminadas juntamente com o muco liberado pelos moluscos. A
ingestdo dessas larvas através da alimentagdo por frutas, verduras ou o
préprio molusco, possibilita que essas larvas penetrem a parede do ileo-
terminal, onde migram pelos vasos linfaticos mesentéricos, diferenciando-se
em larvas de quinto estadio . ApOs cerca de uma semana, essas larvas de
quinto estadio retornam ao intestino onde vao atingir a maturidade sexual,

tornando-se vermes (Mota & Lenzi, 1995) (Fig. 5).

O homem, ingerindo as larvas de terceiro estadio, pode desenvolver a
infeccdo chamada de Angiostrongiliase Abdominal e apresentar doenga, a
qual é reconhecida a partir de quadros clinicos de abdémen agudo. Os
vermes podem determinar lesdes sobre o endotélio das artérias mesentéricas,
aléem do desenvolvimento de reagdes inflamatérias associados aos ovos,
larvas e produtos excretados por estes parasitos (Moreira & Céspedes, 1971;
Morera, 1985). Como sintomas, os pacientes apresentam dores abdominais,
febre, anorexia, mal-estar, nausea, vomitos, constipacédo ou diarreia (Graeff-
Teixeira, 1987). Essa infecgdo também ndo possui tratamento efetivo (Mentz
et al, 2004) e, a sua rapida evolugéo leva, muitas vezes, a exigir intervencéo
cirurgica (Graeff-Teixeira, 1991).
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Figura 5 — Ciclo de vida do Angiostrongylus costaricensis (Fonte: Rey, 2001).

1.2.3 Distribuigao

Esta infecgdo abrange a maioria dos paises das Américas, do sul dos
Estados Unidos até o norte da Argentina, incluindo Brasil (Fig. 6) (Demo &
Pessat, 1986; Morera, 1988; Mentz et al, 2004), no qual o estado que mais
tem registros de ocorréncia € o Rio Grande do Sul, onde foram registrados 27
casos de 1975 a 1984 (Graeff-Teixeira, 1991).
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Figura 6 — Distribuicdo mundial de Angiostrongylus costaricensis (Fonte: cedido e

produzido por Alessandra Morassutti, Grupo de Biologia Parasitaria da PUCRS, 2010).
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1.3 Serotonina

A serotonina é um neurotransmissor sintetizado a partir do aminoacido
essencial L-triptofano. A serotonina (5-HT) desempenha um importante papel
no sistema nervoso de vertebrados, com diversas fungdes, como a liberagao
de alguns hormoénios, regulagdo do sono, temperatura corporal, apetite,
humor, atividade motora e fungdes cognitivas (Feijo et al., 2011). Também é
encontrada em invertebrados, onde foi relacionada com funcdes
neurohumorais, como em nematddeos parasitos e de vida livre (Horvitz et al.,
1982; Loer & Kenyon, 1993). Segundo estudos realizados por Terada et al
(1982) a serotonina

Waggoner et al. (1998) investigaram mecanismos moleculares e
neurais responsaveis por estabelecer e regular padrdes temporais na
oviposicdo do nematodeo de vida livre Caenorhabditis elegans. A liberagéo
dos ovos neste nematdédeo ocorre através da contragao de 16 musculos da
vulva e do utero que sédo extensivamente ligados por jungdes, e, pelo menos
11 neurbnios fazem as sinapses anatdmicas com os musculos da liberagao
dos ovos. Horvitz et al. (1982) testaram colocar serotonina exdgena na
cultura de C. elegans e notaram trés respostas comportamentais: primeiro,
ela deprimiu a locomogdo dos individuos; segundo, ela ativou o
bombeamento da faringe, e, terceiro, ela estimulou a taxa de ovos liberados
pelo utero. Waggoner et al. (1998) demonstrou que a serotonina, liberada por
um par de neurénios motores serotoninérgicos (HSNs: hermaphrodite-specific
neuron) requisitados para uma liberacdo de ovos eficiente, estimula esta
liberagdo ndo através da excitacdo direta dos musculos, mas através da
modulagao de suas atividades de tal forma que eles entram em um estado de
ativagdo no qual sdo mais sucetiveis de sofrer uma contragdo. De acordo
com essa hipotese a frequéncia da liberagcdo de aglomerados de ovos é
determinada pela taxa de serotonina a qual € libertada para induzir este
estado ativo. Este estudo comprovou que em animais deficientes de HSNs ao
serem tratados com serotonina exdgena induz a postura de ovos em um
padrao semelhante a uma fase continua e ativa; em animais mutantes
deficientes de serotonina os periodos inativos foram significativamente

maiores, entre cada postura.
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Loer & Kenyon (1993) provaram outra resposta comportamental
associada a serotonina em machos de C. elegans, onde identificaram a
necessidade de serotonina para haver o enrolamento da cauda durante a
copula. Machos deste nematdédeo possuem uma sequencia de acdes
realizadas ao encontrar um hermafrodita de mesma espécie. Quando a
superficie ventral da cauda do macho entra em contato com a superficie do
hermafrodita, ele para, pressiona a cauda contra o hermafrodita e volta para
o inicio do corpo deste. Ao chegar o fim do hermafrodita, ele faz uma curva
ventral apertada para dentro de sua cauda e, assim, continua a deslizar por
toda a superficie oposta de seu companheiro pretendido. Este
comportamento de rotagdo pode ser repetido muitas vezes antes da vulva ser
localizada e, entdo, a cépula iniciada. Neste estudo também foi observado
que ao adicionar serotonina exdgena a um macho provoca o enrolamento da
cauda semelhante ao realizado normalmente durante a copula, porém a
concentragdo da serotonina precisa ser alta (a cuticula intacta destes
namtodeos s&o notadamente impermeaveis) o que é uma boa razdo para
acreditar que este efeito € bem especifico. Machos do género Ascaris, que
possuem cinco neurdnios serotoninérgicos macho-especificos no cordao
nervoso ventral, também apresentaram o curvamento da cauda quando é

injetado serotonina na cavidade posterior do corpo (Loer & Kenyon, 1993).
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1.4 Inibigdo da oviposigao

O composto nicarbazin ja foi reportado por ter uma leve atividade
contra o trematddeo causador da Esquistossomose, Schistosoma mansoni, e,
uma investigagdo posterior mostrou que, em doses menores esse composto
€ extremamente eficaz na prevengdo dos efeitos patologicos da
esquistossomose, agindo contra a maturagao e na fungéo reprodutiva destes
vermes, sendo suprimidas (Campbell & Cuckler, 1967). Araujo et al. (2002)
testou lovastatina como droga inibidora da oviposi¢gdo dos vermes da mesma
espéecie e esta também observou inibicdo na eliminacdo de ovos. Também
em S. mansoni e com 0 mesmo proposito Morrison et al. (1986) e Chen et al.
(1990) testaram a acdo de mevinolin e também observou inibicdo na
producdo de ovos. A substancia fenantrolina (0,5 -150 pyM) também inibiu a
producdo de ovos de pares de vermes adultos in vitro, com uma reducao de
98% a 50 uM (Day & Chen, 1998).

Uma série de compostos esteroides que, aparentemente, perturbam
0s processos regulados por hormdnios em insetos foram examinados quanto
aos efeitos sobre a viabilidade e a producdo de microfilarias em adultos da
espécie de nematddeo Brugia pahangi, cultivadas in vitro. Os azasteroides,
25-azacoprostane e 25-azacholestane, inibiram a producédo das microfilarias
numa concentracdo de 5 ppm (partes por milhdo), a primeira também exibiu
atividade macrofilaricida nesta concentragdo. Os brassinosteroides
examinados, inibiram a produg¢ao de microfilarias em 5 ppm, mas ndo afetam
a viabilidade do verme. Azadiractina — composto extraido da arvore
Azadirachta indica — também provou ser um inibidor significativo da liberagéo
das microfilarias, mas sem efeito sobre a motilidade do verme ou viabilidade
(Barker, 1989).



1.5 Substancias
Das substancias utilizadas neste trabalho:
1.5.1 Buspirona

E o principio ativo de diversos medicamentos como Ansitec® e
Buspar® utilizados como agente ansiolitico (Guimarédes & Almeida, 2010). A
Buspirona foi introduzida em 1986 com a expectativa de ndo apresentar os
inconvenientes dos benzodiazepinicos como a sedacdo e sonoléncia
(Guimaraes & Almeida, 2010). Ela age como um agonista dos receptores pré-
sinapticos 5HT1 A da serotonina, ou seja, possui afinidade por esses
receptores, induzindo nestes respostas celulares e moleculares (Barros et al.,
2010) que neste caso € a inibicdo da liberagao da serotonina (Guimaraes &
Almeida, 2010). A Buspirona (8-[4-(4-pyrimidin-2-ylpiperazin-1-yl)butyl]-8-
azaspiro[4.5]decane-7,9-dione) possui como férmula quimica C21H31N50O, (Fig.
7) (PubChem compound, 2012).

Figura 7 — Estrutura quimica da substancia Buspirona (Fonte: PubChem compound,
2012)
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1.5.2 Pizotifeno

E o principio ativo do medicamento conhecido comercialmente como
Sandomigran®, adequado ao tratamento da migranea (Londero et al, 2010).
Este farmaco age como um antagonista 5-HT2 (Londero et al, 2010), ou seja,
apresenta afinidade por este tipo de receptor mas ao combinar-se n&o gera
ativagdo do mesmo impedindo a resposta do agonista (Barros et al, 2010).
Além disso, pizotifeno apresenta agdes anti-histaminica e anticolinérgica,
bem como propriedades antidepressivas e sedativas (Londero et al, 2010). O
Pizotifeno (4-(1-methyl-4-piperidylidine)-9,10-dihydro-4 H-
benzo[4,5]cyclohepta[1,2]thiophene), possui férmula quimica representada
por C19H21NS (Fig. 8) (PubChem compound, 2012).

Figura 8 — Estrutura quimica da substancia Pizotifeno (Fonte: PubChem compound,
2012).



1.6 Justificativa

As doencgas parasitarias continuam a ser um dos principais problemas
de saude publica em diversos paises tropicais em desenvolvimento. Essas
doengas sdo responsaveis por um elevado grau de mortalidade e morbidade
nestas regides. Segundo a Organizagdo Mundial de Saude, estima-se que o
numero atual de mortes devido a doencgas parasitarias € cerca de 2,5 milhdes
em todo o mundo. As infecgbes parasitarias estdo distribuidas globalmente,
mas sao particularmente endémicas das zonas tropicais do globo, tendo
como explicagdo um conjunto de fatores formado pelo clima, temperatura e
umidade elevados que sdo ideais para o crescimento de diferentes espécies
de parasitos. Este conjunto de fatores associados com o baixo padrao de
vida e a falta de saneamento basico e de higiene pessoal fornecem o
ambiente ideal para a disseminacdo dos parasitos. Como controle para
erradicar essas infecgdbes temos a imunoterapia e as vacinas como
ferramentas uteis, porém ainda estdo em estagios iniciais de
desenvolvimento. Disponivel temos a quimioterapia como a principal
ferramenta para o combate das doencas parasitarias nos seres humanos e

animais domésticos (Sharma, 1997).

As infec¢cdes por helmintos teciduais apresentam uma mesma
preocupacdo: com a morte repentina da populacdo de vermes ocorre a
liberagdo de uma série de antigenos que repercutem, no organismo humano,
em reagoes inflamatodrias piorando o estado clinico do paciente (Mentz et al.,
2004). As infecgdes por angiostrongilideos s&do exemplos desta situacéo de
parasitismo tecidual.

Os ovos liberados no organismo humano possuem um papel
fundamental em algumas patogenias, principalmente na angiostrongiliase
abdominal e esquistossomose, gerando granulomas como resultado de
reacdes inflamatorias. Ambas angiostrongiliases nao apresentam, até o
presente momento, uma droga com eficacia clinica comprovada (Pien & Pien,
1999; Mentz & Graeff-Teixeira, 2003). Com tudo isso, podemos refletir sobre

a busca por uma substancia capaz de reduzir e prevenir a morbidade nessas
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doencas como alternativa dos tradicionais tratamentos vermicidas, ainda sem
efeito sobre as angiostrongiliases. Estudos anteriores, baseados nos efeitos
em Schistosoma mansoni, com derivados do mevinolin e fenantrolina n&o
conseguiram demonstrar o efeito da inibicdo da oviposicdo em
Angiostrongylus costaricensis (Mentz et al., 2006). Vale ressaltar que, ainda
ha pouca adaptacdo dos roedores de laboratério na infeccdo por A.
costaricensis e, por isso, se faz necessario o uso de roedores silvestres de
dificil obtencdo e manipulagédo. Por estes motivos, tem-se a idéia de refinar
estes testes experimentais para esta doenca com o modelo de A.
cantonensis, bem adaptado ao roedor Rattus norvegicus.
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1.7 Objetivo

Estudar a inibicdo da oviposigao de Angiostrongylus cantonensis e o
efeito de uma substancia agonista e outra antagonista da serotonina em

modelo experimental.



2 Materiais e Métodos

2.1 Animais

Foram utilizados 28 roedores machos convencionais da espécie
Rattus norvegicus (CREAL — UFRGS, Porto Alegre, Rio Grande do Sul —
Brasil) de 90 dias. Os animais passaram por um periodo de aclimatagao de
duas semanas no Laboratério de Biologia Parasitaria (PUCRS) e foram
divididos em quatro grupos de quatro animais (Tabela 1). O experimento foi
realizado em duplicata, resultando no total de 8 animais por grupo, com
excegao dos roedores do grupo controle ambiental que foram os mesmos em
ambos experimentos, pois ndo precisaram ser eutanasiados. Os animais
foram mantidos em caixas apropriadas com ragdo comercial (NUVILAB, Porto
Alegre, Rio Grande do Sul — Brasil), agua ad libitum e iluminagdo com ciclo
12h/12h. Durante os dias de tratamento, os animais foram isolados e
mantidos em caixas sob piso gradeado. Com o objetivo de contribuir para o
bem-estar dos roedores, as gaiolas tiveram seu ambiente enriquecido, o que
baseia-se na exposicdo dos mesmos a estimulos sensoriais gerados por
objetos como folhas e rolos de papel (Frajblat et al., 2008). Este experimento
foi realizado em duplicata e so teve inicio apds a aprovagao pelo Comité de
Etica para o Uso de Animais da PUCRS de registro 10/00213.

Tabela 1 — Constituicdo dos grupos de animais conforme a situagdo de infeccdo e/ou
tratamento

Grupos Dados

1. Controle Negativo (ambiental) N&o infectados e nao tratados

2. Controle Positivo Infectados e nao tratados

3. Pizotifeno Infectados e tratados com Pizotifeno
4. Buspirona Infectados e tratados com Buspirona
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2.2 Infecgédo e manutengao do ciclo de Angiostrongylus cantonenses em
laboratorio:

O ciclo do parasito € mantido no laboratério desde 1997 com o isolado
“Akita” (cedido pelo grupo do Prof. Dr. Kentaro Yoshimura, da Escola Médica
da Universidade de Akita, Japdo). As larvas L3 infectantes para os
vertebrados foram isoladas dos caramujos da espécie Biomphalaria spp.
através da digestao artificial (3 individuos com 30 dias de infec¢gdo foram
triturados e colocados em tubos com Pepsina (Sigma P-7125) (0,03%) em
solugéo de 0,7% HCI mantidos a 37 °C por 2 horas; o material resultante foi
passado pelo Método de Baermann (1917) para a recuperagao das larvas de
terceiro estadio). 100 L3 foram inoculadas por meio de canulagdo esofagica
em cada individuo dos grupos 2, 3 e 4, previamente anestesiados atraves da
inalacdo de Isoflurano (Cristalia - ltapira, SP - Brasil).

2.3 Recuperacgao das Larvas de Primeiro Estadio:

Apos cerca de 42 dias pos-infeccdo os animais foram separados e
colocados em caixas com piso gradeado para que as fezes caissem no fundo
da caixa e assim ficassem retidas embaixo da grade, em contato com papel
umedecido para ndo secar, mantendo as larvas de primeiro estadio vivas.
Durante 10 dias, os animais foram pesados e trocados de caixas para que
suas fezes fossem recolhidas, pesadas e submetidas ao Método de
Baermann (Baermann, 1917), para a recuperagédo das L1, por 16 horas. O
material sedimentado foi analisado em microscopio Optico para a contagem

das larvas.

2.4 Tratamento

Os animais dos grupos experimentais infectados com A. cantonensis
por cerca de 42 dias, foram submetidos, durante os 10 dias, a um tratamento
realizado via canulagdo esofagica em uma concentracdo de 0,03mg/mL de

acordo com Moser et al. (1990), resultando em 0,06 mg de cada
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medicamento diluidos em 0,5 ml agua mineral qsp Desta solugdo foram
administrados 0,5 ml para cada animal. O grupo 3 foi tratado com a
substancia Pizotifeno (Pharmanostra — Anapolis, GO) e o grupo 4 com a
substancia Buspirona (Pharmanostra — Anapolis, GO).

2.5 Recupercédo dos vermes

Apos os 10 dias de tratamento, os roedores foram eutanasiados por
depressao anestésica. Foram, entdo, retirados seus pulmdes e coragao para
a recuperacdo dos vermes de cada roedor, que foi realizada sob
estereomicroscopio e com o auxilio de pingas. Os vermes foram contados e
separados de acordo com o sexo. Ainda sob o estereomicroscépio, estes

vermes foram medidos com o auxilio de uma ocular milimetrada.

2.6 Fluxograma da metodologia experimental

|¢|

N

Verificacdo e contagem das L1 de A. cantonensis

N\’

Administracao dos medicamentos e contagem das L1 de A. cantonensis

| Q



3 Resultados

3.1 Larvipostura diaria nas fezes

De
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acordo com o ciclo da infeccdo, os roedores parasitados

comecgaram a liberar as larvas de primeiro estadio em torno de 42 dias de

infeccdo, pois ndo foram todos os roedores que iniciaram a eliminagao de

larvas em 42 dias pos-infeccdo. Durante os 10 dias de observagdo, o numero

de larvas por grama de fezes variou bastante, sem, entretanto mostrar

alguma diferenga significativa entre o grupo Controle Infectado e os dois

grupos tratados (Fig. 9). O numero médio total de L1 observadas no grupo

Controle foi de 37.934, no o grupo Buspirona 10.658 e no grupo Pizotifeno

6.658.
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Figura 9 — Ocorréncia da larvipostura em roedores infectados com L3 de Angiostrongylus

cantonensis

3.2 Numero de vermes encontrados durante a necropsia dos roedores

ApOs a necropsia, os vermes retirados das artérias pulmonares e

coracado dos roedores foram separados de acordo com o sexo e contados

(Tab. 2). O numero total de vermes retirados foi de 373 individuos. A analise
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do numero de vermes retirados dos roedores de cada grupo foi realizada pelo
teste ANOVA e nao mostrou nenhuma diferenca significativa (Fig. 10). Foi
verificado, também, se havia diferenca entre o numero de fémeas e machos
analisados, separadamente, pelo teste Qui-quadrado onde o resultado nao
apontou nenhuma diferenca significativa (Fig. 11).

Tabela 2 — Numero de vermes retirados dos roedores durante a necropsia

Grupo Fémeas Machos Total
Controle 59 40 99

Pizotifeno 83 64 147

Buspirona 86 41 127

Total 373

21,5 7
21 -
20,5 A
20 -
19,5 -
19 -
18,5 -
18 -
17,5 -
17 -
16,5 -

Controle Pizotifeno Buspirona

Figura 10 — Nimero médio de vermes retirados na necropsia para cada individuo
infectado com Angiostrongylus cantonensis
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Figura 11 — NOmero de vermes separados pelo sexo de acordo com cada

experimental

3.3 Medida corporal dos vermes fémeas de Agiostrongylus cantonensis

grupo

As fémeas medidas apresentaram um tamanho variando de 12,2 mm a

23,0 mm (Fig. 12). Ao realizar o teste ANOVA foi detectada uma diferenca

significativa entre dois grupos. Utilizando os testes de Tukey e de Bonferroni

constatou-se que a diferenga significativa apontada foi entre os grupos

Pizotifeno e Controle.
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Figura 12 — Tamanho dos vermes fémeas dos grupos Controle, Pizotifeno e
Buspirona

3.4 Sintomas da infecgéo nos roedores

Os roedores comecaram a apresentar os sintomas caracteristicos da
infecgdo com cerca de 10 dias quando apresentaram respiracao ruidosa. Em
torno de 30 dias, o comportamento de alguns animais se modificou, com
menor atividade e observagao de, pelos ouricados. A partir de 40 dias pds
infeccdo, comecgaram a aparecer disfungdes motoras em alguns individuos e
eliminac&o de sangue nos olhos e nariz, e os animais comeg¢aram a morrer.
Depois de 53 dias alguns individuos tratados com Buspirona ndo defecaram
durante trés dias. O comportamento modificado, os pelos ouricados e as

mortes n&o ocorreram nos animais do grupo Controle Ambiental.

Os pesos dos roedores (Fig. 13) foram analisados durante o periodo
do tratamento para uma comparagdo com os animais do Controle Ambiental.
Os dados coletados foram analisados previamente para verificar a existéncia
de uma provavel causa de variagao entre os experimentos, a ser considerada.

Foi realizado, entdo, o teste t de Student para todas as datas dos
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experimentos e os valores de p se mostraram elevados, sugerindo que a
unido dos experimentos pudesse ser realizada. Apesar da aparente diferenca
nos desvios-padrdo dos pesos entre os grupos, a hipbétese de
homogeneidade de varidncias pode ser aceita ao nivel de 1%. Para testar a
veracidade das diferencas, foi realizado o teste ndo-paramétrico de Kruskal-
Wallis que reiterou o resultado de nenhuma diferenga significativa entre os
grupos. Salienta-se que o teste de Tukey (n&o equivalente a ANOVA)
produziu o mesmo resultado. Realizando uma analise mais sofisticada,
através do teste ANOVA com medidas repetidas, o resultado foi bastante

similar ao anterior.

—e— Controle Ambiental —=— Controle Pizotifeno Buspirona

450

— ¢ o — " o - . * . —*
400
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300
250
200 T T T T T T T T T
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Figura 13 — Comparacgéao dos pesos dos individuos de cada grupo experimental

A analise de sobrevivéncia foi realizada comparando os trés grupos
experimentais e o controle ambiental (roedores n&o infectados). A partir de
analise pelo teste de Kaplan Méier observamos que n&o ha diferenca

significativa entre os 4 grupos (Fig. 14).
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Figura 14 — Taxa de mortalidade dos roedores dos grupos controles e dos grupos

tratados com Pizotifeno e Buspirona.
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4 Discussao:

Infecgbes zoondticas sao responsaveis por mais de 60% das doencas
infecciosas humanas. Algumas das zoonoses mais importantes e bem
conhecidas sdo causadas por helmintos ou virus, incluindo espécies de

nematodeos, cestddeos e trematdédeos (Robinson & Dalton, 2009).

Os mecanismos de resposta imune nas infeccbes helminticas séo
multiplos devido ao tamanho e a diversidade metabodlica dos parasitos. A
resposta imune tem um papel fundamental na defesa do nosso organismo
contra essas infecgdes parasitarias, entretanto, existem evidéncias que em
muitas infecgdes, os principais aspectos patoldégicos ndo estdo ligados
diretamente com o parasito, podendo decorrer de uma resposta imunologica
anormal (Machado et al., 2004), aos elementos resultantes do sucesso
reprodutivo do agente parasitario como ovos, larvas e também pela sua
morte em local intravascular, que acaba liberando alergénicos no organismo
humano, sendo o que determina a reagao inflamatéria (Morera, 1985; Olds et
al, 1999; Mentz e Graeff-Teixeira, 2003). E necessario que todos estes
fatores sejam levados em conta para que ocorra o tratamento adequado
destas infecgdes.

Infecgbes teciduais séo dificeis de tratar em virtude da localizagdo dos
parasitos, protegidos de mecanismos de defesa, tais como o aumento do
peristaltismo e consequente eliminagcdo de enteroparasitos. Também a
dificuldade de  disponibilizacdo de  medicamentos em  areas
compartimentalizadas ou tecidos com alteragdes no sistema circulatorio. S&o
exemplos bem conhecidos destas situacdes desfavoraveis ao tratamento
medicamentoso: a Hidatidose, a Cisticercose, a Toxocariase, a

Estrongiloidiase, a Triquinose e a Esquistossomose.

Echinococcus granulosus € um cestoide cujo estadio larval causas
equinococose cistica (CE) no gado, animais selvagens e seres humanos. CE
€ adquirida pela ingestdo de ovos, provenientes de fezes de hospedeiros

definitivos (caes, lobos e outros carnivoros), que abrigam o verme em seu
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intestino delgado (Rojo-Vasquez et al. 2011). A Hidatidose esta entre as
doencas parasitarias mais negligenciadas. O desenvolvimento de novas
drogas e outras modalidades de tratamento recebe pouca atencgéo (da Silva,
2010). Nao existe tratamento ideal para esta infeccdo e qualquer medida para
tratamento € complexa e precisa ser baseada no tipo de cisto. Essas
medidas abrangem cirurgia para a retirada do cisto, prescricdo de
medicamento e tratamento percutdneo. Dentre os medicamentos, foi
comprovado que apenas Benzimidazoles ndo possuem efeito em cistos de
tamanho grande e com muito fluido. Albendazol é a droga de escolha para o
tratamento medicamentoso, e, secundariamente, Praziquantel também é
utilizado (Brunetti et al., 2010). Estudos demonstram que o tratamento é
longo, menos de trés meses o efeito obtido ndo é o ideal (Junghanns et al.,
2008).

A Cisticercose é outra doencga parasitaria, na qual o agente causal em
porcos e seres humanos é o cisticerco da Taenia solium, que pode se alojar
em cérebro, musculo e ventriculos. Considera-se que existem mais de 50
milhdes de pessoas infectadas no mundo, endémica no México, Ameérica
Central e América do Sul, Africa, Asia e india. E considerada a mais
importante doenga neurolégica infecciosa no mundo inteiro para suas
manifestagdes clinicas (Malagon, 2009). A neurocicticercose é a mais comum
doenca do sistema nervoso central, que por muito tempo foi tratada
cirurgicamente, hoje, porém albendazol e praziquantel sdo os medicamentos
de escolha que eliminam e reduzem o numero e o tamanho dos cisticercos.
Um problema com este tratamento medicamentoso € que as respostas dos
pacientes ndo sao universais, e estdo associadas com uma alta frequéncia
de reagbes adversas, provavelmente em decorréncia da morte das formas

parasitarias no organismo (Garg, 1997).

Toxocariase é o termo clinico aplicado a infeccdo humana causada
por Toxocara canis ou T. cati, entretanto, ttm como hospedeiros definitivos
caes e gatos, respectivamente, onde vivem no lumen do intestino, quando
adultos. As manifestacdes clinicas dominantes associadas com toxocariasis
sdo classificadas de acordo com os 6rgaos afetados. Existem duas principais
sindromes: larva migrans visceral (LMV), que engloba doengas associadas
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com os 6rgdos maiores, e larva migrans ocular (LMO), na qual os efeitos
patologicos toxocariase no hospedeiro estdo restritas ao olho e ao nervo
optico. Consequéncias patologicas sado, em grande parte, dependente da
morte das larvas que pode provocar o aparecimento de reacbes de
hipersensibilidade. A inflamagao se manifesta como granulomas eosinofilicos.
Albendazole é a droga de escolha e o tratamento dura cerca de 5 dias sendo
que pode ser combinada com corticoides para o alivio dos sintomas alérgicos
(Despommier, 2003).

A Estrongiloidiase € uma infecgcdo endémica em regides tropicais e
subtropicais mais pobres do mundo, afetando cerca de 100 milhdes de
pessoas em 70 paises. O causador da infeccédo é o nematdédeo Strongiloydes
stercoralis que possui um ciclo de vida complexo que permite provocar a
auto-infecgdo no hospedeiro (Corti et al., 2011). Tem-se o inicio da infecg&o
quando as larvas presentes na terra penetram na pele de alguém que esteja
andando de pés descalgos. Essa infecgcédo parece ter trés niveis de resposta
imune: pessoas que conseguem montar a resposta imune efetiva,
conseguindo erradicar a infeccdo; pessoas que formam imunoglobulinas
especificas circulantes, capazes de conter a infeccdo, mas sem erradicar,
tornando esta infeccdo crdénica; e pessoas infectadas cronicamente que
sofreram uma diminuigdo drastica da imunidade celular permitindo ao
parasito se multiplicar repetidamente e com abundancia (Sindrome de
Hiperinfeccéo) que é frequentemente letal. No tratamento, aqueles pacientes
tratados com doses altas de corticéides se tornam pré-dispostos a Sindrome
de Hiperinfecgéo, pois tais hormoénios geram a apoptose de células TH2,
reduzem, drasticamente, o numero de eosindfilos, inibem a resposta dos
mastocitos e, ao metabolizar-se, geram os ecdisterdides ndo anabdlicos,
substancias capazes de estimular a multiplicacdo e as mudas das larvas
intestinais (Carrada-Bravo, 2008). Doencas intercorrentes como HTLV-1 e
infeccdo pelo HIV, transplante de 6rgéaos, e outras doengas infecciosas como
Kala azar podem aumentar o risco da Sindrome de Hiperinfeccdo em
pacientes com estrongiloidiase. Estima-se que esta sindrome ocorre em 1,5 a
2,5% dos pacientes com estrongiloidiase (Vadlamudi et al., 2006). As drogas

de escolha para este tratamento sdo tiabendazol, mebendazol, albendazol e
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ivermectina. Entretanto, possuem uma efetividade variavel contra este
organismo. O tempo de tratamento pode chegar a 28 dias (Carrada-Bravo,
2008).

Triquinose € uma zoonose induzida por vermes do género Trichinella,
€ causada pelo consumo de carne crua ou mal cozida de varios tipos de
animais e tem uma prevaléncia mundial de aproximadamente 11 milhdes
(Pozio et al., 2003). A maioria das infecgdes humanas sdo causadas
acidentalmente pela espécie Trichinella spiralis. A doenga €, atualmente,
tratada com varios derivados de benzimidazole, como o mebendazol,
albendazol e flubendazol. No entanto, nenhum desses medicamentos s&o
considerados totalmente eficaz contra as larvas encistadas ou larvas de T.
spiralis, devido a sua baixa biodisponibilidade. Além disso, alguns desses
medicamentos também sdo contraindicados durante a gravidez e nao
recomendados em criangas menores que 3 anos. Assim, novas drogas e
eficazes contra triquinose sdo necessarias para ajudar a prevenir e controlar

esta importante doenga zoonatica (Yadav & Temjenmongla, 2012).

A Esquistossomose causada por Schistosoma mansoni € uma doencga
endémica em todo o mundo de importancia em termos de saude publica,
afeta grandes areas geograficas em varios paises. No Brasil, sua prevaléncia
€ estimada em 8-10 milhdes de pessoas infectadas, e cerca de 30 milhdes de
pessoas vivendo em areas de transmissido que estdo, atualmente, em
situagdo de risco da doenca (Ferrari et al., 2003). As lesdes patologicas
observadas no ser humano infectado sao de acordo com a producao de ovos
pelas fémeas do parasito (Vandewaa et al., 1989). Atendendo o papel central
do ovo na patologia desta doenga, Vandewwa e colaboradores (1989)
testaram mevinolin como um potente inibidor da produgcdo de ovos e, os
resultados indicaram a habilidade deste medicamento em interferir nesta
etapa da reproducéo.

Para a meningite eosinofilica, O tratamento usual da meningite
eosinofilica € o combate dos sintomas com o uso de corticosterdides
utilizados para pacientes que apresentam forte inflamacédo, devido a

presenca das larvas de 5° estadio no cérebro. Em pacientes que apresentam
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severa dor de cabegca pode ser realizada a puncdo do liquido
cefalorraquidiano para o alivio da pressdo. Albendazol é o farmaco de
escolha contra as larvas de A. cantonensis. Outros medicamentos como
tiabendazol, 1-tetramisol, mebendazol, avermectina B1a, ivermectina,
flubendazol e milbemicin também se mostraram eficazes (Maki, &
Yanagisawa, 1986; Hwang & Chen, 1988). Embora os valores destes
medicamentos foram determinados por técnicas convencionais, ndo se sabe
o local em que seus mecanismos de agdo agem. Entretanto, foi identificado
que o mecanismo larvicida destes medicamentos foram considerados
capazes de aumentar as lesdes cerebrais inflamatdrias, de forma que ainda é

controverso o uso destes medicamentos (Wang et al., 20006).

Também, para a infeccdo de Angiostrongylus costaricensis nao ha
medicamento eficiente que a combata. Estudos em roedores da espécie
Sigmodon  hispidus infectados com A. costaricensis mostram que
dietilcarbamazina, tiabendazol e albendazol ao invés de matar os parasitos,
fazem seus movimentos ficarem mais acelerados tornando as lesdes da

infeccdo mais severas ao cessar o tratamento (Morera & Bontempo, 1985).

Ao longo dos anos, varios testes foram feitos na tentativa de encontrar
alguma substéncia capaz de tratar o prevenir a infeccdo e o desenvolvimento
das doengas causadas por esses parasitos (Graeff-Texeira et al., 2009). Uma
importante alternativa seria a de encontrar um medicamento eficiente para o
controle da reproducédo destes animais, uma vez que, no caso da infec¢ao
por A. costaricensis, 0os ovos € larvas sao elementos centrais na inflamagao

intestinal decorrente desta parasitose (Rodrigues, 1997; Mentz et al., 2006).

O sistema nervoso de helmintos parasitos € considerado um excelente
alvo para a intervengao quimioterapéutica. A maioria dos anti-helminticos em
uso atualmente, como a ivermectina, atua interagindo com receptores de
neurotransmissores e causa o rompimento da sinalizagdo neuronal (El-
Shehabi et al., 2012).

Coincidindo com a hipétese que deu origem ao presente trabalho,
outros estudos recentes com Schistosoma mansoni sugerem que as aminas

biogénicas (adrenalina, serotonina, noradrenalina, dopamina) podem ser
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particularmente adequadas para o desenvolvimento de drogas anti-
esquistossomoticas (Abdulla et al., 2009; Taft et al., 2010) por isso, realizou-
se os testes experimentais com duas substéncias interferentes para com a
serotonina (Pizotifeno e Buspirona), uma vez que a melhor amina
caracterizada, que é mioexcitatoria em todas as espécies de vermes chatos
estudados até a hoje (EI-Shehabi et al., 2012).

O modelo experimental para este estudo foi o Angiostrongylus
cantonensis, uma vez que pode-se observar maior adaptacdo entre este
parasito com seu hospedeiro definitivo, maior liberacao de larvas nas fezes e
maior facilidade de manuseio dos vermes devido ao seu tamanho. O
experimento in vivo, organizado em grupos, utilizou o hospedeiro definitivo
Rattus norvegicus infectado com A. cantonensis. O numero de larvas
recuperadas das fezes dos animais dos dois grupos infectados e tratados
com os medicamentos e do grupo de animais que foram apenas infectados
foram comparados e, através da analise estatistica, mostrou nio existir
nenhuma diferenga significativa, que possibilite um possivel tratamento

contra a ovipostura do nematdédeo em estudo.

O numero de vermes retirados dos roedores na necropsia assim como
0 numero apenas de vermes fémeas e apenas de vermes machos também,
quando analisados estatisticamente, ndo demonstraram nenhuma diferenca

significativa.

A medida dos vermes fémeas mostrou uma diferenca significativa
entre o grupo Pizotifeno e o restante, onde foi detectado menor tamanho dos
individuos sem, entretanto, interferir na atividade reprodutiva do parasito. Nao
conhecemos explicagdo para a redugao do tamanho das fémeas submetidas
a essa substancia, o que pode ser objeto de futuros estudos.

E necessario um conhecimento do metabolismo do nematddeo
associado a producdo de ovos para que se possa identificar alvos
moleculares passiveis de manipulacdo para um efeito claro e consistente de
inibicdo da oviposicao e, para isso, os estudos de sequenciamento genomico
e transcriptomico sao fundamentais. Permanece com interesse a ideia

alternativa de controlar um elemento importante da patogenese (oviposigao)
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evitando o risco do uso de substancias com agao letal sob os vermes adultos

e, assim, o agravamento das lesoes.
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5 Conclusao:

Nao ha evidéncias do efeito inibitério ou estimulatério da oviposigao das
substancias Pizotifeno e Buspirona em roedores infectados;

A substancia Pizotifeno prejudicou o desenvolvimento pleno dos vermes

fémeas;

Experimentos com administracdo de substancias e avaliagdo do resultado
final, ou “experimentos tipo caixa-preta”, que desconhecem o0s passos
intermediarios de controle da atividade reprodutora, ndo sdo promissores

para a identificacdo de substancias inibidoras da oviposigéo.

O aprofundamento dos estudos sobre a regulagdo da atividade
reprodutora em nematodeos € indispensavel para identificacdo de novos
alvos terapéuticos visando a inibigao da atividade reprodutora.
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ANEXO

ANEXO 1: Protocolo de aprovagao do CEUA.

CEUA§ Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul

!K‘“ PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS- -GRADUAGAO
’1‘ COMITE DE ETICA PARA O USO DE ANIMAIS

Oficio 023/11 - CEUA Porto Alegre, 20 de janeiro de 2011.

Senhor Pesquisador:

O Comité de Etica para o Uso de Animais apreciou e aprovou
seu protocolo de pesquisa, registro CEUA 10/00213, intitulado: “Estudo
Sobre a inibicdo da oviposicdo em Angiostrongylus cantonensis
mediada por antagonistas da serotonina”.

Sua investigagd@o estd autorizada a partir da presente data.

Atenciosamente,

i

QA
. Dra. Anamaria Gondalves Feijo
Codrdenadora do CEUA - PUCRS

IImo. Sr.

Prof. Dr. Carlos Graeff Teixeira
Faculdade de Biociéncias
N/Universidade

- Campus Central
mCR () Av. Ipiranga, 6690 - Prédio 60, sala 314
o CEP: 90610-000
Fone/Fax: (51) 3320-3345

E-mail: ceua@pucrs.br
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APENDICE

APENDICE A — Valores de p para o nimero de L1 coletadas durante
os dias de tratamento entre os grupos Controle, Buspirona e Pizotifeno.
Dados logaritimizados e analisados pelo teste ANOVA.

Dias poés-

infeccao
Significancia 0,826 0,846 0,035 0,892 0,235 0,827 0,072 0,691 0,741

49 50 51 52 53 54 55 56 57

APENDICE B — Teste ANOVA para comparacdo do nimero de vermes
encontrados por roedor.

N Mean Std. Deviation | Valor de p
Grupo
Controle 5 19,8000 14,37707 0,914
Pizotifeno 7 21,0000 15,25341
Buspirona 7 18,1429 7,24405
Total 19 19,6316 11,94064

APENDICE C — Teste Qui-quadrado para comparagao entre 0s grupos

em relagcdo ao numero de vermes machos e fémeas.

gGRUPO * Sexo Crosstabulation

Sexo Total
F M

gGRUPO | Controle Count 59 40 99
% within gGRUPO 59,6% 40,4% 100,0%

Pizotifeno Count 83 64 147

% within gGRUPO 56,5% 43,5% 100,0%

Buspirona Count 86 41 127

% within gGRUPO 67,7% 32,3% 100,0%

Total Count 228 145 373

% within gGRUPO 61,1% 38,9% 100,0%
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APENDICE D — Teste ANOVA para comparacéo do tamanho dos

vermes fémeas.

Sum of df Mean Square F Sig.
Squares
Between Groups 31,005 2 15,503 5,377 ,005
Within Groups 686,177 238 2,883
Total 717,182 240

APENDICE E — Teste de Tukey indicando a diferenga de tamanho
entre os grupos Controle e Pizotifeno.

N Mean Std. 95% Confidence Interval for Minimum Maximum
Deviation Mean

Lower Bound Upper Bound

P 96 | 18,687 1,3094 18,422 18,953 13,5 21,0
C 59 | 19,595 1,7456 19,140 20,050 12,2 22,5
B 86 | 19,162 2,0192 18,729 19,595 13,5 23,0
Total 241 | 19,079 1,7287 18,859 19,298 12,2 23,0

APENDICE F - Teste ANOVA para comparacéo dos pesos dos roedor
de cada grupo.

Grupo n Média Desvio Valor de p
Controle Ambiental 6 6,50 8,92 0,082
Controle 5 -11,00 26,87
Pizotifeno 7 -1,71 22,18
Buspirona 7 -30,29 35,17

Total 25 -9,60 27,88



APENDICE G — Teste de Tukey para a comparac&o dos pesos dos
roedores de cada grupo.

Tukey HSD*"®

Grupo N Subset for
alpha = 0.05
1

Buspirona 7 -30,2857
Controle 5 -11,0000
Pizotifeno 7 -1,7143
Controle Ambiental 6 6,5000
Sig. ,085

APENDICE H — Teste ANOVA com medidas repetidas para a
comparagao dos pesos dos roedores de cada grupo.

Effect Valor de
p

grupo 0,012

dias Wilks' Lambda 372

dias * Ggrupo Wilks' Lambda ,082

59



